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小电导钙激活型钾通道 ＳＫ３在大鼠偏头痛模型中脑干的表达变化
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摘　要：目的　初步探讨小电导钙激活型钾通道 ＳＫ３与大鼠偏头痛的关系，为研究偏头痛的发病机制，寻找新治疗靶点提
供实验依据。方法　４０只成年雌性 ＳＤ大鼠随机分为对照组８只，模型组１６只，干预组１６只，后两组再随机分为发作期组

和间歇期组，每组８只。按 ＴａｓｓｏｒｅｌｌｉＣｒｉｓｔｉｎａ法复制偏头痛大鼠模型。对照组用生理盐水造模。干预组每天灌服氟桂利嗪

２ｍｌ（０．５ｍｇ／ｋｇ），对照组每天灌服生理盐水２ｍｌ。发作期组于第５次造模后３ｈ、间歇期组于第５次造模后４ｄ断头处死取

脑干组织。ＲＴＰＣＲ法及 Ｗｅｓｔｅｒｎ法分别检测各组脑干 ＳＫ３ｍＲＮＡ及其蛋白的表达。结果　模型组、干预组脑干 ＳＫ３ｍＲＮＡ

及其蛋白的表达水平均较对照组下降（Ｐ＜０．０５），且各发作期组均较相应间歇期组更低（Ｐ＜０．０５）；而模型发作期组与干

预发作期组、模型间歇期组与干预间歇期组比较 ＳＫ３ｍＲＮＡ及其蛋白的表达水平无明显差异（Ｐ＞０．０５）。结论　脑干 ＳＫ３

表达的降低可能与偏头痛的发生发展有关；氟桂利嗪防治偏头痛可能不是通过影响脑干 ＳＫ３的表达量实现的。
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　　偏头痛是神经系统常见疾病，流行病学调查
显示中国偏头痛的患病率为 ９．３％［１］，女性明显高

于男性［２］。目前其发病机制仍未十分明了，脑干可

能是潜在的偏头痛发生器，头痛的始动可能源于脑

干核团的异常兴奋［３］。离子通道易感基因在家族

偏瘫型偏头痛中的确定，提示偏头痛可能与离子通

道异常有关［４］。有研究认为编码小电导钙激活型

钾通道 ＳＫ３基因的三核苷酸重复序列 ＣＡＧ多态性
和一般性偏头痛有关［５］。ＳＫ３在脑干中表达丰富，
但该通道是如何参与偏头痛的发生发展过程，目前

罕见报道。本研究拟采用硝酸甘油致大鼠偏头痛

模型，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ法检测脑干 ＳＫ３ｍＲＮＡ及
其蛋白表达，并与氟桂利嗪干预组进行对比研究，

以初步探讨小电导钙激活型钾通道 ＳＫ３与大鼠偏
头痛的关系，为深入研究偏头痛的发病机制，寻找

新治疗靶点提供实验依据。

１　材料与方法
１．１　材料

硝酸甘油溶液（北京益民药物有限公司）；氟桂

利嗪胶囊（西安杨森制药有限公司）；ＭＭＬＶ逆转录
酶（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；蛋白提取试剂盒（ＳＢＳＧｅｎｅ
ｔｅｅｈ公司）；ＢＡＣ蛋白浓度测定试剂盒（上海碧云天
公司）；兔 ＡｎｔｉＫＣａ２．３（ＳＫ３）（以 色 列 Ａｌｏｍｏｎｅ
Ｌａｂ）；辣根酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ（ＰＩＥＲＣＥ公司）。
１．２　方法
１．２．１　实验动物分组及处理　４０只成年雌性 ＳＤ
大鼠随机分为 ３组：对照组（ｎ＝８）、模型组（ｎ＝
１６）和干预组（ｎ＝１６），后两组再随机分为发作期
组和间歇期组，每组 ８只。

对照组大鼠背部皮下注射 ２ｍｌ生理盐水，每周
１次，共５周，于第 ２次造模后每天灌服生理盐水 １
次，共２ｍｌ。依 ＴａｓｓｏｒｅｌｌｉＣｒｉｓｔｉｎａ法［６］，模型组大鼠背

部皮下注射硝酸甘油溶液 ２ｍｌ（１０ｍｇ／ｋｇ），每周
１次，共５周，于第 ２次造模后每天灌服生理盐水
１次，共２ｍｌ。药物干预组造模同模型组，于第 ２次
造模后每天灌服１次氟桂利嗪２ｍｌ（０．５ｍｇ／ｋｇ）［７］。
１．２．２　行为学评价　模型制备后记录每组大鼠
耳红开始及结束的时间，以 ３０ｍｉｎ为时间间隔，设
定 ６个时间段（０～３０、３１～６０、６１～９０、９１～１２０、

１２１～１５０和 １５１～１８０ｍｉｎ），各时间点挠头和爬
笼的次数。

１．２．３　取材　对照组及所有发作期组于第 ５次
造模后 ３ｈ断头处死迅速取脑干组织，所有间歇期
组第 ５次造模后第 ４天断头处死迅速取脑干组织，
置 －８０℃冰箱保存待测。按大鼠脑立体定向解剖
图谱取包括中脑、桥脑、延髓在内的脑干组织。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测 ＳＫ３ｍＲＮＡ的表达　脑干组
织在液氮中研磨成粉状后取１００ｍｇ。①Ｔｒｉｚｏｌ法提
取总 ＲＮＡ，用去 ＲＮＡ酶水 ２０μｌ溶解。② 逆转录

反应合成 ｃＤＮＡ第一链：总反应体系 ２０μｌ，反应条
件为 ７０℃５ｍｉｎ，４２℃６０ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ。③ＰＣＲ
同管扩增：总反应体系 ２５μｌ，扩增条件为 ９４℃预
变性 ５ｍｉｎ；９４℃变性 ４０ｓ；６４℃退火 ４０ｓ；７２℃延
伸 ４０ｓ，７２℃终末延伸 ７ｍｉｎ；３１个循环。ＳＫ３引
物：上 游：５’ＣＣＡＴＧＴＴＣＴＴＧＣＧＣＣＴＡＴＡＣＣＴ３’，下
游：５’ＧＣＡＧＣＧＴＴＣＴＴＧＡＴＣＣＧＴＴＴ３’，扩增片段为
４８７ｂｐ。内参照 βａｃｔｉｎｇ引物：上游：５’ＧＡＧＡＣＣＴ
ＴＣＡＡＣＡＣＣＣＣＡＧＣＣ３’，下 游：５’ＴＣＧＧＧＧＣＡＴＣＧ
ＧＡＡＣＣＧＣＴＣＡ３’，扩增片段为 ４２２ｂｐ。④ＰＣＲ产
物检测：１．５％琼脂糖凝胶（加溴化乙锭）电泳后测
定 ＰＣＲ产物条带吸光度（Ａ）值。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ法检测 ＳＫ３蛋白的表达　脑干组
织在液氮中研磨成粉状后取 １００ｍｇ加入蛋白裂解
液 ＲＩＰＡ１ｍｌ，冰浴裂解 ３０ｍｉｎ，４℃，１２０００ｇ离心
１５ｍｉｎ，收集上清液，考马斯亮蓝法测定总蛋白浓
度；样品蛋白经 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，
电转移到 ＮＣ膜上，转印膜在 ５％脱脂奶粉封闭液封
闭过夜。ＮＣ加入一抗（１∶２００，βａｃｔｉｎ１∶３００）溶液，
４℃过夜。ＴＰＢＳ震洗后按 １∶２０００加入二抗溶液，
３７℃，摇床孵育１ｈ。加入化学发光试剂反应５ｍｉｎ，应
用 ＳｙｎｇｅｎｅＢｉｏＩｍａｇｉｎｇ检测系统观察并照相。
１．３　统计学处理

用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件包处理数据。符合正态
分布的数据用 ｔ检验进行两两比较，数值用平均值
±标准差（ｘ±ｓ）表示，不符合正态分布数据采用
非参数秩和检验，数值用 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表示；重复
测量资料方差分析检验各组大鼠行为学表现是否

有差异；ＭａｎｎｗｈｉｔｎｅｙＵ检验分析两组间 ＳＫ３ｍＲ
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ＮＡ和蛋白的表达差异是否具有统计学意义。Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。
２　结果
２．１　大鼠行为学变化

模型组大鼠用硝酸甘油造模后 ５～３０ｍｉｎ，均
出现双耳发红、前肢频繁搔头、爬笼次数增多、烦

躁不安等现象，此现象持续 １～３ｈ不等，继而出现
蜷卧、活动减少。以上现象为造模成功，成功率为

１００％，期间无一死亡。干预组造模后也出现上述

典型表现，但耳红挠头持续时间较模型组缩短，不

同时间段挠头及爬笼次数均减少，与模型组比较差

异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。对照组无上述表
现。见表 １、表 ２、表 ３。

表１　大鼠耳红开始及结束时间　（ｍｉｎ；ｘ±ｓ）

组别 例数 耳红开始时间 耳红结束时间

模型组 １６ ３．５０±０．９３ １８３．００±１７．４８
干预组 １６ ４．３７±１．５１ １３８．５０±１１．８１

　　注：为与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

表２　大鼠在不同时间段挠头次数的比较　（ｍｉｎ；ｘ±ｓ）

组别 例数 ０～３０ ３１～６０ ６１～９０ ９１～１２０ １２１～１５０ １５１～１８０
对照组 ８ １．８８±１．２５ １．２５±１．０４ １．００±０．７５ ０．７５±０．７１ ０．６３±０．７４ ０．６３±０．７３
模型组 １６ ２６．３８±５．１０ ４４．７５±９．３８ ４５．７５±９．１１ ２０．５０±６．２１ ２４．８８±６．７２ １３．３７±４．２７

干预组 １６ ２４．６５±５．３７ ３８．８８±７．１４＆ １９．８８±３．６０＆ １０．８８±３．１８＆ ７．２５±２．６６＆ ３．８７±１．１３＆

　　注：为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＆为与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

表３　大鼠在不同时间段爬笼次数的比较　（ｍｉｎ；ｘ±ｓ）

组别 例数 ０～３０ ３１～６０ ６１～９０ ９１～１２０ １２１～１５０ １５１～１８０
对照组 ８ ９．７５±２．８７ ６．７５±２．１２ ５．８８±２．３０ ３．８８±１．６４ ３．５０±１．５１ ２．３８±１．６０
模型组 １６ １７．５０±３．５９ １４．１３±２．８５ １３．５０±２．４５ １１．５０±２．４５ １２．５０±２．４５ ９．８８±３．２３

干预组 １６ １０．８８±３．３６８＆ ９．８８±１．５５＆ ９．１３±３．４４＆ ７．８８±１．８９＆ ６．８８±１．６４＆ ５．１３±１．４６＆

　　注：为与对照组比较，Ｐ＜０．０５；＆为与模型组比较，Ｐ＜０．０５。

２．２　各组 ＳＫ３ｍＲＮＡ的表达和比较
与对照组比较，模型组及干预组无论发作期组

还是间歇期组 ＳＫ３ｍＲＮＡ表达均下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。如表 ４所示，进一步两两比
较，各发作期组较相应的间歇期组 ＳＫ３ｍＲＮＡ下降
（模型组 Ｕ＝－３．０００，Ｐ＝０．００１；干预组 Ｕ＝－
３．０４６，Ｐ＝０．００１），差异有统计学意义；与模型发
作期组比较，干预发作期组（Ｕ＝－１．１５８，Ｐ＝
０．２７９）ＳＫ３ｍＲＮＡ表达无明显差异；与模型间歇期
组比较，干预间歇期组（Ｕ＝－０．１５６，Ｐ＝０．１６１）
ＳＫ３ｍＲＮＡ表达无明显差异。

各组 ＳＫ３ｍＲＮＡ电泳如图 １所示。

表４　对照组与模型组、干预组ＳＫ３ｍＲＮＡ比较

组别 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５） Ｕ Ｐ
对照组 ０．９１６（０．８９９，０．９３１）
模型发作期组 ０．８３０（０．８２４，０．８４８） －３．３６３ ０．０００
模型间歇期组 ０．８６０（０．８５２，０．８８０） －３．０４８ ０．００１
干预发作期组 ０．８２５（０．８０６，０．８３２） －３．３６１ ０．０００
干预间歇期组 ０．８５０（０．８４０，０．８６８） －３．１５１ ０．００１
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图 １　各组小电导钙激活型钾通道 ＳＫ３ｍＲＮＡ表达的

电泳图。

注：Ａ：ＳＫ３ｍＲＮＡ；Ｂ：βａｃｔｉｎｍＲＮＡ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；
１：对照组；２：模型发作期组；３：模型间歇期组；
４：干预发作期组；５：干预间歇期组。

２．３　各组 ＳＫ３蛋白的表达和比较
与对照组比较，模型组、干预组无论发作期组

还是间歇期组 ＳＫ３蛋白表达均下降，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。如表 ５所示，进一步两两比
较，各发作期组较相应的间歇期组 ＳＫ３蛋白下降
（模型组 Ｕ＝－２．９４１，Ｐ＝０．００２；干预组 Ｕ＝－
２．９３８，Ｐ＝０．００２），差异有统计学意义；而与模型
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发作期组比较，干预发作期组（Ｕ＝－１．０５０，Ｐ＝
０．３２８）ＳＫ３蛋白表达无明显差异；与模型间歇期
组比较，干预间歇期组（Ｕ＝－０．９４７，Ｐ＝０．３８２）
ＳＫ３蛋白表达无明显差异。

各组 ＳＫ３蛋白电泳如图 ２所示：

!

" # $ # % # & # '

(

图 ２　各组小电导钙激活型钾通道 ＳＫ３蛋白表达的电

泳图。

注：Ａ：小电导钙激活型钾通道 ＳＫ３蛋白；Ｂ：β

ａｃｔｉｎ；１：对照组；２：模型发作期组；３：模型间歇期

组；４：干预发作期组；５：干预间歇期组

表５　对照组与模型组、干预组ＳＫ３蛋白比较

组别 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５） Ｕ Ｐ
对照组 ０．９７４（０．９５０，０．９８７）

模型发作期组 ０．９１５（０．９０７，０．９２９） －３．３６１ ０．０００
模型间歇期组 ０．９４２（０．９２９，０．９４９） －３．０４６ ０．００１
干预发作期组 ０．９２２（０．９１４，０．９３５） －３．３６４ ０．０００
干预间歇期组 ０．９４８（０．９３２，０．９５７） －２．８９０ ０．００２

３　讨论
１９９５年 Ｔａｓｓｏｒｅｌｌｉ等建立了硝酸甘油偏头大鼠

模型，该模型具有经济、操作简单、较好的重复性、

造模成功率高的特点。该动物模型行为学表现与

人类偏头痛有一定相似性，较好地复制了偏头痛三

叉神经血管学说机制。

ＳＫ３是小电导钙激活型钾通道（ｓｍａｌｌｃｏｎｄｕｃｔ
ａｎｃｅｃａｌｃｉｕｍａｃｔｉｖａｔｅｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｃｈａｎｎｅｌｓ，ＳＫ）家族中
的一员，该家族又分为：ＳＫ１、ＳＫ２和 ＳＫ３，三者的
结构和功能相近。有研究认为编码 ＳＫ３基因的多
态性和偏头痛有关，可能会增加偏头痛发生的易感

性［８，９］。ＳＫ３在中脑导水管周围灰质、三叉神经脊
束核、中缝核、黑质致密部、蓝斑等部位表达丰富，

尤其是在脑干多巴胺能神经元高表达［１０］。多巴胺

能神经元分泌的神经递质主要包括 ５羟色胺（５
ＨＴ）、多巴胺（ＤＡ）和去甲肾上腺素，这些神经递质
均被认为和偏头痛的病理生理有关。ＳＫ３通过控

制多巴胺能神经元发放动作电位的频率和持续时

间调节多巴胺递质的释放，并改变神经元放电模

式，与神经元兴奋性及其传导密切相关［１１］。研究

表明，偏头痛是在基因易感性的背景下神经元过度

兴奋的结果［１２］。脑干的兴奋激活在偏头痛的疼痛

传导途径中处于核心位置［１３］，尤其是中脑导水管

周围灰质、蓝斑、中缝大核的激活与偏头痛的始动

及上行、下行疼痛调节通路密切相关［３］，而这些重

要部位正是 ＳＫ３密集区域。使用选择性的 ＳＫ３受
体阻滞剂能增强麻醉大鼠神经元对伤害刺激疼痛

反应的敏感性［１４］。我们选择大鼠偏头痛模型脑干

为研究部位，结果发现模型组、药物干预组无论是

发作期还是间歇期的 ＳＫ３ｍＲＮＡ及其蛋白表达水
平均较对照组降低，而发作期组更低，虽然间歇期

组有所升高，但仍未达对照组水平。我们推测脑干

ＳＫ３的表达下调，可能引起了多巴胺、５ＨＴ等递质
的释放异常，同时导致细胞兴奋性增高，表现为激

活状态或者是易激活的状态，刺激阈值降低，当刺

激来临后即启动一次新的偏头痛发作。

氟桂利嗪是偏头痛治疗指南推荐的经典药物，

其可能通过阻滞钙及钠离子通道，降低皮质及外周

伤害感受器兴奋性、降低 ５ＨＴ的释放及抑制神经
血管炎症反应等途径发挥作用［１５］。在本试验中，

我们选用氟桂利嗪进行药物干预旨在研究该非选

择性的钠钾离子通道阻滞剂是否也能通过 ＳＫ３离
子通道发挥作用。实验结果发现氟桂利嗪干预组

和模型组比较，药物干预后动物的行为学有明显改

善，说明药物的治疗是切实有效的，但 ＳＫ３的表达
水平无明显变化，提示该药对偏头痛的干预可能不

是通过影响 ＳＫ３的表达水平起作用的，而是否影
响离子通道的功能状态还需进一步研究。
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